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 【要約】 
 
 
 
Transcription factor Tcf21 regulates 
cardiac fibrosis after injury 
（転写因子Tcf21 は心障害後の線維化を制御する） 
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【背景・目的】 
心臓への圧負荷や虚血、糖尿病などの代謝性障害によって引き起こされる心臓線維化
は、心不全の主要な原因の一つである。心障害時において筋線維芽細胞が傷害部位へ遊
走・増殖し、細胞外基質の産生、炎症性サイトカインの産生を担う。筋線維芽細胞がど
のような細胞集団に由来しているのか数十年の間議論されていたが、細胞系譜解析を用
いた近年の報告より、転写因子 Tcf21 を発現する心臓線維芽細胞から筋線維芽細胞が分
化することが判明した。 
Tcf21はbasic-helix-loop-helix (bHLH)転写因子であり、心臓、肺、腎臓などの臓器発生
に重要である。また Tcf21 は糖尿病性腎症や脂肪組織の炎症などいくつかの病態におい
て重要な役割を担うことが知られている。特に冠動脈においては、Tcf21 が冠動脈疾患
のリスクアリルであることが GWAS 研究より報告され、動脈硬化性プラーク表面の線
維性被膜形成とその安定化に重要であることが示されている。心臓では、Tcf21 は心外
膜と心臓線維芽細胞に発現し、Tcf21 の欠損マウスは右房拡大、心室中隔欠損、大動脈
騎乗などの心奇形を生じ出生後に死亡する。成熟マウスでは、Tcf21 は心臓線維芽細胞
に特異的なマーカーとして利用されており、細胞系譜解析や条件付き遺伝子破壊に利用
されている。その一方で、心臓線維芽細胞における Tcf21 の転写因子としての機能は十
分に解明されていない。 
そこで我々はTcf21が心障害時の心臓線維化に与える影響を解明することを本研究の
目的とした。 
 
【方法】 
従来型のTcf21 KOマウスは主要臓器に奇形が生じ出生直後に死亡に至る。そのため
ROSA26-rtTA/tetO-Cre/Tcf21lox/LacZ の全てのアリルを有し、出生後ドキシサイクリン誘導
性にTcf21を欠損させるinducible Tcf21 KO (iKO)マウスを作成した。このマウスに対し、
虚血性心障害モデルとして 8 週齢の時点でイソプロテレノール(ISO)の腹腔内注射(200 
mg/kg)を行い、また代謝性心障害モデルとして6週齢から18週間の高脂肪食(HFD)投与
と 8 週齢の時点でストレプトゾトシン(STZ)の腹腔内注射(50 mg/kg、5 日間反復投与)を
行った。マッソントリクローム染色とKi67に対する免疫染色で組織学的評価を、心エコ
ーによる心収縮能で機能的評価を行った。また線維化に関連する遺伝子発現について、
心臓組織のqRT-PCRにより評価を行った。 
次に胎生 18.5 日のマウス心臓にコラゲナーゼ処理を行うことで心臓線維芽細胞を単
離し、細胞増殖速度や BrdU 取り込み率を測定し細胞増殖能を検討した。また細胞増殖
に関わる主要な経路について Western blot を用いて蛋白発現変化を検討した。さらに遺
伝子発現変化についてRNAシーケンス法により網羅的な解析を行った。 
最後にTcf21の転写因子としての役割を検討する為、ヒト心臓線維芽細胞に対してレ
ンチウイルスを用いて FLAG タグ付きTCF21 を過剰発現させ、抗 FLAG 抗体を用いて
ChIPシーケンスを行った。 
 
【結果】 
1. 通常飼育下における iKOマウスの表現系解析 
iKOマウスはコントロールと比較して体重増加量に有意な差を示さなかったが、腎臓、
脾臓、肺の臓器重量に変化を認めた。一方で心臓について両群間で重量や組織学的変化
は無く、Tcf21 の欠損による心臓への影響は認められなかった。また iKO マウス心臓の
Tcf21発現量は著明に抑制され、実験系が正常に機能していることが確認された。 
 
2. 心障害時における iKOマウスの表現系解析 
コントロールマウスに対し ISO投与を行うと、投与3日後以降で心臓線維化が惹起さ
れた。Tcf21発現は投与3〜7日後に上昇を認め、このとき免疫染色を行うとTcf21陽性
領域に一致して筋線維芽細胞のマーカーであるPeriostin の発現が認められた。さらに細
胞増殖マーカーであるKi67 に対する免疫染色を行うと、ISO 投与 7 日後にKi67 陽性細
胞がTcf21陽性領域に一致して増加することが確認された。これに対して iKOマウスは、
コントロールと比較して心臓線維化面積は ISO投与7日後、28日後の双方で有意に抑制
された。Ki67陽性細胞数も iKO群で減少していることが判明した。これらのマウスに対
し、心エコーによる心機能評価を行うとコントロールでは ISO投与1週間後に左室内径
短縮率の低下が認められたが、iKOマウスでは心機能の悪化を認めなかった。以上より、
ISO投与はTcf21の発現上昇、筋線維芽細胞への分化、細胞増殖、心臓線維化を促進し、
左室収縮力の低下を引き起こすが、iKOでこれらの変化は抑制されることが明らかとな
った。 
次にコントロールマウスに対し、STZ/HFD 投与を行ったところ、心筋細胞の間隙に
びまん性の心臓線維化が認められた。一方で iKOマウスはコントロールに比較して線維
化面積が有意に減少していた。このときの心臓組織を用いて qRT-PCR 法による遺伝子
発現の確認を行ったところ、コントロールマウスの負荷後においてTcf21、Col1a1、Col3a1、
Il6、Tnfの遺伝子発現が上昇していた。さらにこれらの変化は iKO 群で減弱することが
判明した。以上より、STZ/HFD負荷においてもTcf21の発現上昇と心臓線維化が認めら
れ、iKOでこれらが抑制されることが判明した。 
 
3. Tcf21 KO単離心臓線維芽細胞の表現系解析 
心臓線維芽細胞をコントロールマウス、Tcf21 KO マウスの双方から単離し培養を行
ったところ、Tcf21 KO線維芽細胞で細胞増殖速度の低下が認められた。さらにBrdU取
り込み率を測定したところコントロールに比べTcf21 KO群で約50%低下していること
が判明し、Tcf21 が細胞増殖において重要な役割を担うと考えられた。線維芽細胞の増
殖に関わるシグナル経路について蛋白発現の検討を行うと、Tcf21 KO群でPDGF-BBを
添加した際の Erk リン酸化に減弱を認めた。更なる検討で Tc21 KO 群において Pdgfrb
の発現低下が認められたことから、Tcf21 が Pdgfrb の発現制御を介して細胞増殖能を制
御することが明らかとなった。 
次にTcf21の有無による遺伝子発現を網羅的に検討するため、単離した細胞を用いて
RNAシーケンスを行った。すると、Tcf21のKOによりCol1a1、Col1a2、Col3a1、Col6a1
など細胞外基質(ECM)に関する遺伝子群の発現が低下していた。Gene Ontology (GO) 解
析においてもECM 関連のGO が多く抽出され、細胞増殖に関するGO も上位に認めら
れた。これらの発現変動遺伝子が Tcf21 により直接制御されているかを確認するため、
ヒト心臓線維芽細胞を用いてTCF21 に対するChIP シーケンスを行った。するとこれま
での検討で発現変動を示したCOL1A1、IL6、PDGFRBなどの遺伝子領域において、その
転写開始点近傍にTCF21の結合ピークが認められた。さらに得られた結合ピークについ
てパスウェイ解析を行うと、ECM 関連パスウェイ、MAPK パスウェイに加えて炎症関
連パスウェイが抽出された。以上より、Tcf21 が線維芽細胞の主要な機能に関する遺伝
子群を直接制御し、病態形成に関与することが明らかとなった。 
 
【考察】 
本研究は心臓の線維化における転写因子Tcf21の機能について検討を行ったものであ
る。ISO 誘導性、STZ/HFD 誘導性の心障害双方において、Tcf21 の発現上昇と心臓線維
化が認められ、Tcf21 の欠損により心臓線維化が抑制された。線維芽細胞を用いた検討
からは、Tcf21 が ECM 関連遺伝子や Pdgfrb の発現、炎症性サイトカイン発現を直接制
御することが明らかとなった。既報において、Tcf21 が動脈硬化性プラークの線維性被
膜形成を促進することが知られているが、線維化の促進という点において Tcf21 の機能
は共通していると考えられる。ただしその変化が病的かどうかについては、臓器や病態
に依存すると予想される。Tcf21 とその関連するシグナルは線維化を基盤とする疾患に
おいて、潜在的な治療標的として期待できると考えられる。 
